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(57) Abstract 

According to the disclosed process, light rays enter the transparent medium in a parallel direction and are deflected inside the 
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wavelengths to be bundled onto a point within the sample, considerably simplifying the design and adjustment of a polychromatic florescence 
correlation spectroscopy device. 



WEST 



(57) Zusammenfassung 

Bci dem Verfahren fallen die Lichtstrahlen parallel in das transparence Medium ein und wcrden innerhalb des transparenten Mediums 
zu einem Fokus hin abgelenkt Dadurch wird die Verwendung refraktiver Optik vermiederu Die fokussierende erfindungsgemafte Optik 
erlaubt die Blindelung von Lichtstrahlen unterschiedlicher Welleniangen auf einen Punkt innerhalb der Probe. Dadurch wird der Aufbau 
und die Justierung einer Mehifarben-Fluoreszenzkoireladoiosspektroskopie-Vorrichtung deutiich vereinfacht. 
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Verfahren und Vorrichtung zur Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie, 
insbesondere zur Mehrfarben-Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie 

Die Erflndung betrifft ein Verfahren und eine Vorrichtung 
5 Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie, insbesondere zur Mehrfarben- 
Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie, bei dem Lichtstrahlen in einem 
transparenten Medium fokussiert werden. 

Bei der Mehrfarben-Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie (FCS) werden 
molekulare Wechselwirkungen untersucht, indem man zwei Reaktionspartner mit 

10 unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen markiert und sie in einem flussigen, 
transparenten Medium frei diffundieren laBt. Die Reaktionspartner erzeugen bei 
der Diffusion durch den Fokus Fluktuationen der Fluoreszenzintensitat, die mit 
einer konfokalen Optik detektiert werden konnen. Detektiert man uberwiegend 
korrelierte Intensitatsfluktuationen zwischen den Emmissionswellenlangen der 

15 beiden Fluorophore, so deutet dies auf eine Komplexbildung zwischen den beiden 
Partnern hin. 

Wegen der unterschiedlichen Anregungswellenlangen der Fluorophore miissen 
zwei Laserwellenlangen verwendet werden, die auf ein identisches, moglichst 
kleines Volumen in der Probe fokussiert werden. Hierzu werden in der Regel 
20 Mikroskopobjektive mit hoher numerischer Apertur, d. h. groflem 
Offhungswinkel verwendet, um einerseits einen moglichst kleinen Fokus zu 
erzielen und andererseits einen moglichst groBen Teil des emittierten Lichts 
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einzusammeln und auf dem Detektor abzubilden. 

Bei den verfiigbaren Objektiven mit hoher numerischer Apertur ist es jedoch 
nicht moglich, die Brennpunkte fur die unterschiedlichen Wellenlangen 
vollstandig zur Deckung zu bringen. Obwohl die Objektive hoch optimiert sind, 
5 ist dies aufgmnd der chromatischen Fehler nicht fur alle Wellenlangen 
gleichzeitig moglich. Die bekannten Objektive sind daher fur die Mehrfarben- 
Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie nicht brauchbar. 

Ein weiterer Nachteil der verfiigbaren Objektive liegt darin, dafi ein optimaler, 
beugungsbegrenzter Fokus nur gewahrleistet ist, wenn der Brechungsindex des 

10 Immersionsmediums und der Probelosung dem Wert entsprechen, fur den das 
Objektiv optimiert wurde. Da die Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie sehr 
empfindlich auf Anderungen des Fokusvolumens reagiert, kann eine Anderung 
des Brechungsindex die Ergebnisse stark beeintrachtigen. Ursachen fur die 
Anderungen des Brechungsindex sind zum Beispiel Temperaturanderung der 

15 Probe oder im Puffer geloste Salze und somit Parameter, die standardmaBig in 
biochemischen Experimenten variiert werden. Dieses Problem tritt auch schon bei 
der Einfarben-Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie auf. 

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, ein Verfahren und eine Vorrichtung 
zu entwickeln, die die beschriebenen Nachteile nicht aufweisen, 

20 Diese Aufgabe wird verfahrensmafiig durch ein gattungsgemafies Verfahren 
gelQst, bei dem die Lichtstrahlen annahernd senkrecht in das transparente 
Medium einfallen und erst innerhalb des transparenten Mediums zum Fokus hin 
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abgelenkt werden. 

Der Erfindung liegt die Erkenntnis zugrunde, dafi die bekannten Fehler auf der 
Verwendung von refraktiver Optik basieren. Einfallwinkel und Ausfallwinkel an 
einer Grenzflache zwischen zwei Medien sind iiber das Snellius-Gesetz durch 

5 deren Brechungsindizes miteinander verkniipft. Andern sich die Brechungsindizes 
aufgrund von Dispersion, d.h. einer Anderung des Brechungsindexes mit der 
Wellenlange, oder durch Verwendung anderer Puffer, so andert sich auch der 
Strahlengang und damit das Fokusvolumen. Diese Problematik betrifft jeden 
Strahlengang mit Ausnahme der auf die Grenzflache senkrecht einfallenden 

10 Lichtstrahlen. Nur der auf die Grenzflache senkrecht einstrahlende Lichtstrahl 
passiert die Grenzflache unabhangig von den Brechungsindizes ohne Ablenkung. 
Diese Erkenntnis fuhrte dazu, daB zur Losung der Aufgabe in der fokussierenden 
Anordnung nur reflektive Optik verwendet wurde, und daB samtliche 
Lichtstrahlen die Grenzflachen zwischen unterschiedlichen optischen Medien nur 

15 senkrecht durchdringen, 

Insofern definieft der Begriff "annahernd senkrecht" sich aus der gewunschten 
Genauigkeit bei der Messung. Im Rahmen einer gewunschten Messgenauigkeit 
sind Abweichungen mdglich. 

Das beschriebene Verfahren erlaubt somit eine einfache Optimierung des 
20 verwendeten Objektivs und ermoglicht es, Laserstrahlen mit unterschiedlichen 
Wellenlangen auf ein identisches, moglichst beugungsbegrenztes Volumen 
innerhalb der Probe zu fokussieren. 
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Eine verhaltnismafiig einfache Umsetzung der Erfindung lafit sich realisieren, 
wenn die Lichtstrahlen innerhalb des transparenten Mediums zum Fokus hin 
reflektiert werden. 

Vonichtungsmafiig wird die Aufgabe mit einer gattungsgemafien Vorrichtung 
5 gelost, bei der das Probegefafi einen fokussierenden, verspiegelten Boden 
aufweist, wobei der Fokus innerhalb des Probegefafies liegt. Hierbei kann der 
Boden derart ausgestaltet sein, dafi im Wesentlichen parallel zueinander in das 
Probegefafi einfallende Lichtstrahlen im Wesentlichen auf den Fokus fokussiert 
werden. 

10 Diese Vorrichtung erlaubt es, das Probegefafi als fokus sierendes Element zu 
verwenden. Die in das Probegefafi parallel einfallenden Lichtstrahlen werden 
durch dessen Boden auf einen Punkt fokussiert. Da dieser Punkt innerhalb des 
Probegefafies liegt, entsteht keine weitere Ablenkung der parallel einfallenden 
Lichtstrahlen an den Grenzflachen zwischen zwei Medien. Die Lichtstrahlen 

15 miissen nur einmal in die Probe gelangen und da hier parallel und senkrecht 
einfallende Lichtstrahlen verwendet werden, werden diese beim Durchdringen des 
Deckglases oder des Ubergangs zwischen Deckglas und Probeflussigkeit nicht 
abgelenkt. Wahrend der Ablenkung innerhalb der transparenten Probe miissen 
keine Grenzflachen zwischen unterschiedlichen Medien uberwunden werden. 

20 Vorteilhaft ist es, wenn das Probegefafi schalenformig ist und der Fokus 
innerhalb der Schale liegt. Eine optimale Bodenform wird dadurch erreicht, dafi 
der Boden parabolisch oder leicht elliptisch geformt ist. 
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Um ein gutes Meflergebnis zu erzielen wird vorgeschlagen, dafi der Boden auf 
einen Bruchteil der verwendeten Wellenlange genau gefertigt ist. Die hohe, mit 
der Vorrichtung erzielbare Prazision fordert auch eine genaue Ausbildung der 
verspiegelten Bodenfiache. 

Um eine langfristige Haltbarkeit der Verspiegelung zu gewahrleisten, wird 
weiterhin vorgeschlagen, dafi der Boden mit einer gegeniiber iiblichen 
Pufferlosungen resistenten Schicht verspiegelt ist. 

Als transparentes Medium kann jedes Material dienen, in dem eine 
Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie durchgefiihrt werden kann. Insbesondere 
kann dieses ein transparentes Fluid bzw. eine transparente Fliissigkeit oder ein 
Gel sein. 

Ein Ausfiihrungsbeispiel der erfindungsgemafien Vorrichtung in 
Gegenuberstellung zu einer bekannten Vorrichtung ist in der Zeichnung 
dargestellt und wird im folgenden naher erlautert. 



Es zeigt, 



Figur 1 



eine schematische Darstellung einer bekannten Vorrichtung zur 
Mehrfarben-Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie und 



Figur 2 



eine schematischeDarstellung einer erfindungsgemafien Vorrichtung 
zur Mehrfarben-Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie . 
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Die in Figur 1 gezeigte Vorrichtung 1 aus dem Stand der Technik besteht aus 
einer Kuvette 2, die auf einem Deckgias 3 steht und in der sich die Probe 4 in 
Pufferlosung befindet. Unterhalb des Deckglases 3 befindet sich die letzte Linse 
5 eines Objektives und zwischen dieser letzten Linse 5 und dem Deckgias 3 
5 befindet sich Immersionsflussigkeit 6. 

Parallele Lichtstrahlen 7, 8, 9, 10 gelangen somit durch das Objektiv 5 in die 
Immersionsflussigkeit 6 und gehen weiter durch das Deckgias 3 in die in der 
Kuvette 2 befindliche Pufferlosung 4, wo sie sich in einem Fokus 11 bzw. 12 
treffen. 

10 Die unterschiedlichen Wellenlangen der Lichtstrahlen 7, 8 bzw. 9, 10 fuhren 
dazu, daB die Strahlen an jeder Grenzflache zwischen zwei Medien 
unterschiedlich abgelenkt werden und sich somit in verschiedenen Foki 11 bzw. 
12 treffen. Urn so groBer der Abstand 13 zwischen dem Fokus 1 1 und dem Fokus 
12 ist, urn so groBer ist die Beeintrachtigung der Messung. 

15 Die beschriebene Vorrichtung zeigt, dali die Lichtstrahlen 7, 8, 9, 10 von Lasern 
mit unterschiedlichen Laserwellenlangen mehrere Grenzflachen passieren nriissen, 
bis sie sich in einem der Wellenlange des jeweiligen Lichtstrahls entsprechenden 
Fokus 11 bzw. 12 treffen. Diese Ubergange fuhren zu einer starken 
Beeintrachtigung der Messung. 

20 Die in Figur 2 gezeigte Vorrichtung 20 besteht aus einem Block 21 mit einer 
planen Oberflache 22 in die eine Vertiefung 23 als Probegefafi eingearbeitet ist. 
Dieses Probegefafi hat im Querschnitt die Form einer Parabel und eine 
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verspiegelte Bodenflache 24, die als Parabolspiegel wirkt. Dieser Parabolspiegel 
ist so ausgelegt, daB sich der Fokus 25 von parallel einfallenden Lichtstrahlen 
innerhalb der Vertiefung 23 befindet. 

Oberhalb der Vertiefung 23 ist auf die plane Oberflache 22 des Blocks 21 ein 
Deckglas 26 aufgelegt, das die mit Probe in Pufferlosung angefullte Vertiefung 
23 abdeckt. 

Um die Fokussierung ira Punkt 25 zu optimieren, ist der Boden 24 auf eirien 
Bruchteil der Wellenlangen der verwendeten Lichtstrahlen genau gefertigt und das 
spiegelnde Material ist so auf die Pufferlosungen abgestimmt, daB eine 
Veranderung des Materials durch die Pufferldsungen oder die Probe unterbleibt. 

Bei der Verwendung der erfindungsgemaflen Vorrichtung 20 wird zunachst die 
Probe mit einer Pufferlosung in die Vertiefung des Blocks 21 gegeben. Die 
vollstandig gefullte Vertiefung 23 wird anschlieBend mit dem Deckglas 26 
abgedeckt. Dies hat zur Folge, daB parallel einfallende Lichtstrahlen 27, 28, 29, 
30, 31, 32 senkrecht die Oberflache des Deckglases durchdringen, in die in der 
Vertiefung 23 angeordnete Probe eindringen und durch die Probe hindurch bis 
auf die Bodenflache 24 gelangen. Da der Lichtstrahl bis hier jede Grenzflache 
zwischen zwei Medien (Luft/Deckglas) und (Deckglas/Probe) senkrecht 
schneidet, wird er nicht abgelenkt. Erst nach Auftreffen auf die verspiegelte 
Bodenflache 24 innerhalb der Probeflussigkeit werden die Lichtstrahlen 27 bis 32 
zum Fokus 25 hin abgelenkt. Da diese Reflektion an der Bodenflache 24 
unabhangig von der Wellenlange des verwendeten Lichts ist, treffen sich alle 
Lichtstrahlen 27 bis 32 im Fokus 25, auch wenn die Lichtstrahlen 27 bis 32 
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verschiedene Wellenlangen aufweisen. 

Die Vorrichtung hat somit den Vorteil, dafl der parabolisch oder leicht elliptisch 
geschliffene Spiegel als fokussierendes Element und gleichzeitig als Aufnahrae 
fiir die Probe dient und somit prinzipiell alle Abbildungsfehler eliminiert werden. 
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Patentanspriiche: 

1. Verfahren zur Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie, insbesondere zur 
Mehrfarben-Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie bei dem Lichtstrahlen 
(27 bis 32) in einem transparenten Medium fokussiert werden, dadurch 
gekennzeichnet, dafi die Lichtstrahlen (27 bis 32) annahernd senkrecht in 
das transparente Medium einfallen und erst innerhalb des transparenten 
Mediums zum Fokus (25) hin abgelenkt werden. 

2. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dafi die 
Lichtstrahlen (27 bis 32) innerhalb des transparenten Mediums zum Fokus 
(25) hin reflektiert werden. 

3. Vorrichtung zur Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie, insbesondere zur 
Mehrfarben-Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie, die ein Probegefafi (23) 
aufweist, dadurch gekennzeichnet, dafi das Probegefafi (23) einen 
fokussierenden, verspiegelten Boden (24) aufweist, wobei der Fokus (25) 
innerhalb des ProbegefaBes (23) liegt. 

4. Vorrichtung nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dafi der Boden 
(24) derart ausgestaltet ist, dafi im Wesentlichen parallel zueinander in das 
Probegefafi (23) einfallende Lichtstrahlen (27 bis 32) im Wesentlichen auf 
den Fokus (25) fokussiert werden. 

5. Vorrichtung nach Anspruch 3 oder 4, dadurch gekennzeichnet, dafi das 
Probegefafi (23) schalenfdrmig ist und der Fokus (25) innerhalb der 
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Schalenform liegt. 

Vorrichtung nach einem der Anspruche 3 bis 5, dadurch gekennzeichnet, 
dafi der Boden (24) parabolisch oder leicht elliptisch geformt ist. 

Vorrichtung nach einem der Anspruche 3 bis 6, dadurch gekennzeichnet, 
dafi der Boden (24) auf einen Bruchteil der verwendeten Wellenlange der 
Lichtstrahlen (27 bis 32) genau gefertigt ist. 

Vorrichtung nach einem der Anspruche 3 bis 7, dadurch gekennzeichnet, 
dafi der Boden (24) mit einer gegen ubliche Pufferlosungen resistenten 
Schicht verspiegelt ist. 
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